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Resumen

En el sistema nervioso central (SNC) de diversas especies se ha encontrado la
presencia de hormona de crecimiento (GH), su ARNm y de su receptor (GHR), y se ha
sugerido que puede ejercer un efecto neuro-protector. En el pollo, una de las
estructuras del SNC con mayor expresion de GH es el cerebelo, una estructura
altamente conservada en la filogenia y que es particularmente sensible a sufrir dafio por
isquemia. En este trabajo evaluamos el efecto anti-apoptético de GH en un modelo de
hipoxia-baja glucosa (HBG; 5% O,, 1% glucosa) en cultivos organotipicos de cerebelo
de pollo. Mediante técnicas de inmunohistoquimica se observo que la estructura laminar
de la corteza cerebelosa se conservd (capa molecular, Purkinje y granular) y que hay
una co-localizacién de la inmunorreactividad a GH con NeuN en células granulares; con
calbindina en células de Purkinje y en menor proporcion con GFAP en astrocitos. La
expresion de GH aumentd en condiciones de HBG en comparacion con el grupo control
de 311.3+43.8 a 596.6+70.8 ng/mg proteina, determinado por ELISA. Para evaluar el
efecto anti-apoptotico de esta hormona se realizd el tratamiento con 1 y 10nM rcGH
durante las condiciones de HBG y 24h posteriores de re-oxigenacion. Se determiné la
actividad de caspasa-3, como un marcador de la proporcion de apoptosis, y se encontr
un incremento en las condiciones de dafio (11.6+2.1U/ml) con respecto al control
(3.8+1.0 U/ml) la cual disminuyé significativamente con el tratamiento con rcGH (1nM,
6.0+0.1 U/ml). Ademas, se evaluaron mediante Western-blot dos proteinas de la familia
Bcl-2 (Bax y Bcl-2), implicadas en la modulacion de la permeabilidad en la membrana
mitocondrial afectada por el dafio HBG y se determiné que la proporcion relativa
Bax/Bcl-2 (control 67+£19%) se ve afectada a favor de Bax en HBG (191+41%) y
disminuye con el tratamiento de rcGH (1nM; 97+10%). En conclusién, el modelo de
HBG utilizado afecta la permeabilidad mitocondrial, aumentando la relaciéon Bax/Bcl-2,
siendo la GH capaz de reducir esta proporcion y como resultado esta hormona ejerce
un efecto anti-apoptoético, determinado mediante la reduccion de la actividad de

caspasa-3.
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Summary

The presence of GH, its mMRNA and its receptor (GHR) has been confirmed in the central
nervous system (CNS) of several species, and it has been proposed that this hormone
exerts a neuro-protective effect. In the present study, we used the chicken cerebellum, a
highly conserved structure in phylogeny which is particularly sensitive to damage by
ischemia. We evaluated the anti-apoptotic effect of GH in a hypoxia-low glucose model
(HLG; 5% O,, 1% glucose) in organotypic cultures of chicken cerebellum. By
Immunohistochemistry we showed that the laminar structure of the cerebellar cortex is
preserved (molecular, Purkinje and granular layers) and there is a co-localization of GH
immunoreactivity with NeuN in granular neurons, with calbindin in Purkinje cells, and to
a less extent with GFAP in astrocytes. The expression of GH increased in HLG
conditions compared with the control group from 311.3+43.8 to 596.6+70.8 ng/mg
protein as determined by ELISA. To evaluate the anti-apoptotic effect of this hormone,
we treated the culture with rcGH (1 or 10nM) during HLG conditions, and after 24h in
conditions of re-oxygenation. We determined the activity of caspase-3 as a marker for
apoptosis, and we found an increase under HLG conditions (11.6£2.1U/ml) compared to
control conditions (3.8+1.0U/ml). The activity of caspase-3 decreased with rcGH
treatment (1nM, 6.0£0.1 U/ml). We also evaluated, by Western-blot, two proteins from
the Bcl-2 family (Bax and Bcl-2), involved in the modulation of mitochondrial membrane
permeability that are affected by HLG damage. We found that the Bax/Bcl-2 ratio
(control, 67+19%) augmented in HLG (191+41%) and decreased with rcGH (1nM,;
97+10%)). In conclusion, HLG conditions affect the mitochondrial permeability by
increasing the Bax/Bcl-2 ratio, and GH can reduce this ratio and exert an anti-apoptotic

effect, as determined by the decrement in caspase-3 activity.

vii



Abreviaturas

aa
Ab
AMPA
BHE
CaBP
CCP
CG
cGH
CM
DAPI

FGF2
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GFAP
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GHRP-6
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HI
IGF-1
IHQ
IP3K
KPBS
MAPK
NeuN
NMDA
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Anticuerpo

Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico

Barrera hematoencefalica

Calbindina

Capa de células de Purkinje

Capa granular

Hormona de crecimiento de pollo
Capa molecular
4'-6-Diamidino-2-fenilindol

Dias embrionarios

Factor de crecimiento de fibroblastos 2
Isotiocianato de fluoresceina

Proteina glial fibrilar acidica

Hormona de crecimiento

Hormona de crecimiento inmunorreactiva
Receptor de la hormona de crecimiento
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Oxido nitrico

Sintasa de 6xido nitrico
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Buffer de fosfatos salino

Post-eclosion

Yoduro de propidio

Proteina cinasa C

Hormona de crecimiento recombinante de pollo
Hormona de crecimiento recombinante humana
Especies reactivas de Nitrogeno

Especies reactivas de Oxigeno

Hormona de crecimiento recombinante de rata
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Sistema nervioso central
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Buffer de fosfatos salino con potasio y triton
Buffer de fosfatos salino con tritdn



indice

Resumen en espafiol

Resumen en inglés (summary)

1.

Introduccion

Antecedentes

Justificacion

Hipotesis

Objetivos

Materiales y métodos

Resultados

Discusion

Conclusiones

10. Literatura citada

11.indice de Figuras

12. Abreviaturas

pp
Il

13

14

14

15

27

41

a7

49

57

59



1. Introduccién

La hormona de crecimiento (GH, por sus siglas en inglés) es una proteina sintetizada y
secretada principalmente por los somatotropos del lobulo anterior de la hipdfisis
(Inzucchi & Robbins, 1993). Sus funciones se relacionan con la diferenciacion y
proliferacion celular en los tejidos, asi como con el metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas. En la actualidad se propone que la GH puede actuar de forma
autocrina/paréacrina, debido a que se ha localizado la presencia y expresion local tanto
de la GH, como de su receptor (GHR) y su ARN mensajero en diferentes tejidos extra-
hipofisiarios: sistema inmune, sistema nervioso, y aparato reproductor de machos y
hembras (Tresguerres et al., 1999; Allen et al., 2000; Recher et al., 2001; Harvey et al.,
2004, 1998; Luna et al., 2004, 2005; Hrabia et al., 2008). En el sistema nervioso central
(SNC) se ha descrito la presencia de GH, en diversas estructuras como: hipotalamo,
hipocampo, corteza cerebral y cerebelo de diferentes especies (Lobie et al., 1993;
Nyberg et al., 2000; Ramesh et al., 2000; Harvey et al., 2003). Se ha planteado que la
GH puede estar implicada en procesos de neuro-proteccién (Scheepens et al., 2001),
sin embargo, hasta la fecha no se conoce por completo el mecanismo por el cual podria
estar ejerciendo este efecto. En este trabajo estudiamos el efecto neuro-protector de la
GH en cultivos organotipicos de cerebelo de pollos de 1 dia post-eclosion (PE)
sometidos a condiciones de hipoxia-baja glucosa (HBG). Se determind mediante
técnicas de inmunohistoquimica (IHQ) la presencia y distribucion de la GH en los
principales tipos celulares que conforman la corteza cerebelosa, y se cuantificd la
cantidad de GH en los cultivos en las diferentes condiciones experimentales, asi como
también se evaluaron algunos marcadores de dafio por apoptosis como son la actividad
de caspasa-3, la expresién de la proteina anti-apoptética Bcl-2 y la expresion de la

proteina pro-apoptética Bax.



2. Antecedentes

2.1 Hormona de crecimiento

La GH o somatotropina es una proteina de naturaleza peptidica, sintetizada y liberada
principalmente en la hipofisis anterior de todos los vertebrados asi como también en la
placenta de mamiferos (Harvey & Hull, 1997). Las funciones de esta hormona estan
intimamente relacionadas con la diferenciacion y proliferacion celular en diferentes
tejidos, ademas tiene efectos en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos vy
proteinas. Estos efectos pueden ser llevados a cabo de manera directa, al interactuar
con su receptor, o indirecta a través de mensajeros como el factor de crecimiento

simlar a insulina tipo | (IGF-I; Isaksson et al., 1985).

La GH posee una estructura primaria de 191 aminoacidos (aa) y una masa molecular
de 22 kDa, presenta 4 a-hélices y 2 puentes disulfuro que forman un asa grande central
y un asa pequefia cercana al extremo carboxilo terminal (Forsyth & Wallis, 2002). Se ha
demostrado que existen variantes de GH originadas por diferentes mecanismos y/o
modificaciones post-traduccionales como fosforilacion, glicosilacion, protedlisis,

desamidacion, acilacion y agregacion (Kopchick, 2003; Ardmburo, 1991).

El GHR pertenece a la familia de receptores hematopoyetina/citocinas clase | y esta
conformado por tres dominios: extracelular, membranal e intracelular (Carter et al.,
1996). Debido a la naturaleza de sus funciones, se encuentra ampliamente distribuido
en casi todos los tejidos (Brooks et al., 2008). EI GHR se expresa como monémero en
la superficie de la membrana celular, sin embargo, debe dimerizarse para

desencadenar la transduccién de sefiales al unirse con su ligando (Figura 1).

El primer paso en la transduccion de sefiales de la GH consiste en la dimerizacion del
GHR, inducida por la unién de la hormona en los sitios 1 y 2 de unién especificos al
GHR, aunque se tiene evidencia de que el receptor también puede encontrarse en
forma de dimero en ausencia de la GH (Brown et al., 2005). Posteriormente ocurre una
interaccién entre las proteinas JAK2, acopladas a la regién Box1l de cada una de las
moléculas del receptor. Esta proximidad entre las JAKs lleva a la fosforilacion mutua de
residuos tirosina localizadas en el dominio cinasa de las mismas. Una vez activadas las
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JAK?2 fosforilan a su vez mudltiples residuos tirosina presentes en el GHR, generando
sitios de acoplamiento para otras moléculas que contintan la ruta de sefializacion como
las STATSs, que son activadas luego de la dimerizacion del GHR, principalmente STAT
5Ay 5B (Brooks et., 2008).

o Sy
: V A

JAK2 JAK2 Raf citoesqueleto
v @ \a) A

Internalizacion

e |

-6
€
t

\

IGF1 Genes de Metabolismo Genes de c-fos
proliferacion de la glucosa pro-proliferacion
celular nuclear

Figura 1. Union de GH con su receptor. Una vez que se forma el complejo GHR-GH-
GHR da lugar a la fosforilacion de JAK2 (P) y la subsecuente transduccion de sefales.
Los blancos de GH incluyen: IGF-1, c-fos, genes de proliferacion celular, metabolismo
de la glucosa y proteinas del citoesqueleto. La internalizacion y translocacion de GHR
(linea punteada) induce genes de pro-proliferacion nuclear. (Modificado de Melmed,
2009).

La activacion de las proteinas JAK2 activa al menos 3 vias de sefializacion: (1) la via de
las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK); (2) la fosfatidil-inositol 3 cinasa
(IP3K), y (3) la proteina cinasa C (PKC), todas importantes para los efectos metabolicos
y proliferativos de la GH (Brooks et al., 2008).



Ademas de la forma clasica de produccién y secrecion de GH a través de los
somatotropos de la hipofisis anterior, se ha observado la expresion de GH en diversos
tejidos extrahipofisiarios, por ejemplo: SNC, aparato reproductor masculino y femenino,
tejidos del sistema inmune, sistema digestivo y sistema respiratorio (Harvey et al., 2004,
Hrabia et al., 2008; Recher et al., 2001; Luna et al., 2004, 2005; Tresguerres et al.,
1999; Allen et al., 2000). Sin embargo, aun se desconoce si esta hormona producida
localmente ejerce un efecto paracrino-autécrino y como esta regulada la producciéon de

GH en estos sitios extra-hipofisiarios.

2.2 GH en el Sistema Nervioso Central

En el caso del SNC es controversial la capacidad de la GH para cruzar la barrera
hematoencefalica (BHE) y existen diferentes propuestas al respecto: (a) la GH puede
liberar mediadores secundarios de tejidos periféricos (IGF-1) capaces de cruzar la BHE
y actuar en el SNC (Coculescu et al., 1999); (b) la GH es capaz de cruzar la BHE y
tener efecto de forma directa, ya que se ha encontrado GH en diversas estructuras
cerebrales como los plexos coroides, hipotalamo e hipocampo en humano y rata
(Nyberg et al.,, 2000); (c) la GH es sintetizada localmente en el SNC. Esta ultima
propuesta se apoya en evidencia de la presencia del ARNm de GH y GHR en amigdala,
cerebelo, bulbo olfatorio, hipotdlamo e hipocampo en rata (Lobie et al., 1993), y en
corteza cerebral y cerebelo en embriones de pollo (Harvey et al., 2003; Alba-Betancourt
et al., 2011; Tabla 1).

Estudios recientes indican que la GH de circulacion sistémica puede cruzar la BHE y
afectar las funciones del SNC, lo cual fue determinado mediante el marcaje radioactivo
de GH administrada en ratas y ratones; se observd que existe un sistema de transporte
especifico mediante el cual una pequefia cantidad de GH llega al SNC (Pan et al.,
2005). En contraste con estos estudios, Hojvat et al. demostraron que no se ve afectada
la inmunorreactividad a GH (GH-IR) en el cerebro de ratas ante la falta de aporte de GH
via sistémica y que la distribucion de esta hormona no cambia en regiones como

corteza, hipocampo y talamo, ademas, se determiné que la GH-IR observada en el



cerebro tiene un peso molecular, afinidad inmunoldgica y efectos bioldgicos similares a

la producida en la hipdfisis (Hojvat et al., 1982).

Tabla 1. Presencia de GH en diferentes estructuras cerebrales de diversas especies

Especie Presencia de GH Estructura cerebral Referencia
Humano GHR Plexos Coroides Nyberg et al., 2000

GH-IR Hipotalamo,

hipocampo

Rata GHR Amigdala, cerebelo,

GH-IR hipotalamo, Lobie et al., 1993

hipocampo, bulbo
ARNmM .
olfatorio

Pavo y GH-IR Glandula pineal, Ramesh et al., 2000
paloma ARNM hipotalamo, hipocampo
Embrion de GH-IR Médula espinal, tejidos Harvey et al., 2003
pollo ARNmM opticos y oticos, Alba-Betancourt et

corteza cerebral y al.. 2011

cerebelo.

Ademas de los efectos clasicos de regular el metabolismo y el crecimiento somatico, la
GH vy el IGF-I tienen efectos en SNC como: la regulacién del crecimiento, desarrollo y
diferenciacion neuronal y mielinizacion, ademas efectos neuro-protectores y de
neuroplasticidad, participan en la modulacion de la neurotransmision y en la conducta
(Ajo et al., 2001; Scheepens et al., 2005; Aberg et al., 2006; Isgaard et al., 2007), por lo
anterior, no es de extrafar que se encuentre GH-IR en los diferentes tipos celulares del

SNC como neuronas, astrocitos, microglia y oligodendrocitos (Lobie et al., 1993).

Existe evidencia de que la GH estimula la proliferacion y diferenciaciéon de neuronas en

embriones de rata, mediante la via de MAP cinasas y ERK’s, ademas se le atribuyen
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efectos de neuro-proteccion en diferentes modelos experimentales in vitro e in vivo
(Scheepens et al., 1999, 2001, 2005; Isgaard et al., 2007). Se ha observado que
durante la recuperacion de una lesion cerebral se producen factores de crecimiento,
como el IGF-I, el factor de crecimiento transformante tipo beta (TGFB) y el factor de
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2), mostrando un mayor nivel de actividad en el
cerebro en desarrollo que en uno de adulto (Nieto-Sampedro et al., 1982). También se
tiene evidencia de que estos factores de crecimiento muestran una mayor expresion en
las células cercanas a la lesion cerebral, lo cual sefiala un sistema de neuro-proteccion
endogena que facilita la recuperacién (Hughes et al., 1999). Diferentes estudios han
demostrado que un tratamiento subsecuente a lesiones cerebrales con algunos de
estos factores de crecimiento pueden rescatar a las neuronas danadas (McNeill et al.,
1994; Gluckman et al., 1992; Williams et al., 1991).

Existen diferentes modelos experimentales que se utlizan para generar una
aproximacion de las condiciones de dafio cerebral, tanto in vivo como in vitro (Rodrigo
et al., 2005). Uno de los modelos mas utilizados para el estudio de la neuro-proteccion
es la hipoxia isquémica (HI; Vannucci, 1993). Un ejemplo de modelo in vivo es la
oclusion de la arteria carétida de forma unilateral, con lo cual se obtiene un hemisferio
cerebral dafiado, mientras que el otro hemisferio puede utilizarse como control (Guan et
al., 2001; Shin et al., 2004). In vitro, existen modelos de cultivos primarios o incluso
rebanadas de tejido (400um), que son sometidas a hipoxia de forma aguda, utilizando
mezclas de gases de diferentes combinaciones y concentraciones, y analizadas
mediante histologia, pruebas bioquimicas, de biologia molecular o electrofisiolégicas
(Barenberg et al., 2001; Ludvigsen & Folkow, 2009). Un modelo in vitro que ofrece
muchas ventajas son los cultivos organotipicos, ya que permiten realizar tratamientos
agudos y cronicos debido a que pueden mantenerse las rebanadas de tejido durante
varias semanas, pudiendo analizar los efectos de la HI desde niveles moleculares,

celulares y electrofisiolégicos (Gahwiler et al., 1997; Ray et al., 2000).



2.3 Hipoxia-baja glucosa (HBG)

La glucosa es el principal sustrato energético en el cerebro, el cual presenta altos
requerimientos energeéticos y se encuentra en constante demanda metabdlica, siendo
todos los tipos celulares presentes en el cerebro dependientes de un metabolismo

oxidativo.

Cuando se somete al tejido nervioso a condiciones de HBG, se desencadena una serie
de eventos que inducen la muerte neuronal, involucrando procesos de necrosis y
apoptosis. Esto se lleva a cabo en dos fases: una inmediata o muerte necrdtica aguda,
y una tardia o crénica (Martin et al., 1998). En la Figura 2 se encuentran

esquematizados los principales sucesos implicados en la muerte celular por isquemia.

La isquemia afecta la funcion mitocondrial, el transporte transmembranal, las defensas
antioxidantes y la actividad enzimatica, en proteinas como: lipasas, proteasas y
endonucleasas, la activacion de la sintasa de 6xido nitrico (NOS14) y la inhibicion de la
actividad de la superéxido dismutasa (Jensen et al., 2003; Warner et al., 2004; Rodrigo
et al., 2005).

El suceso determinante en una lesion cerebral es la deplecion de ATP, lo cual afecta el
funcionamiento de la ATPasa de Na* y K*, comprometiendo los sistemas de transporte
membranal y dando lugar a la acumulacion de cationes dentro de la célula,
especialmente Na* y Ca®". Por otro lado, la pérdida de los sustratos energéticos da
como resultado una liberacion de excesiva de glutamato (Glu, aa excitatorio) debido al
funcionamiento en reversa de sus sistemas de recaptura ocasionado por el mismo
desbalance ionico. La acumulacion extracelular de Glu conlleva a la activacion de sus
receptores ionotrépicos NMDA (N-metil-D-aspartato) y AMPA (Acido a-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazolpropidnico) que debido a su permeabilidad promueve un flujo excesivo
del i6n Ca?', el cual desencadena la activacién de fosfolipasas y proteasas que
degradan las membranas y proteinas que son necesarias para mantener la integridad
celular (Lo et al., 2003).
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Figura 2.Principales vias implicadas en la muerte celular por isquemia: excitotoxicidad,
desequilibrio iénico, estrés oxidativo y nitrosativo y mecanismos de tipo apoptotico.
Existe una extensa interaccioén y superposicion entre los multiples mediadores de dafio
y muerte celular. La pérdida de los sustratos energéticos conduce a la disfuncion
mitocondrial y a la generacidén de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrdgeno
(RNS). La deficiencia de energia lleva al desequilibrio de iones, liberacion de glutamato
a niveles excitotéxicos y un aumento en los niveles intracelulares de Ca®*. El resultado
de estos eventos incluye dafio causado por radicales libres en la membrana lipidica, en
proteinas celulares y DNA, asi como la activacién de proteasas activadas por Ca®* y
cascadas de caspasa. (Tomado de Lo et al., 2003).

Los astrocitos estan implicados en los procesos de excitotoxicidad, debido a su
capacidad para evitar la acumulacion de Glu en el espacio sinaptico, sin embargo, al no
haber ATP disponible pierden la capacidad de recapturar este neurotransmisor, y
debido al cambio en el gradiente i6nico estos sistemas liberan el Glu al espacio
extracelular, exacerbando el cuadro excitotoxico (Tan et al., 1996). Ademas, estas

células también son capaces de reducir la acumulacién de 6xido nitrico (NO; Takuma et



al., 2004). Cuando el ATP baja en las neuronas aumenta la glicdlisis y disminuye la

actividad mitocondrial, potenciando los efectos pro-oxidantes.

Al verse afectada esta funcion de los astrocitos relacionada con la recaptura de Glu,
nos damos cuenta de la compleja relacidon existente entre los diferentes tipos celulares
presentes en el cerebro, en donde todos los tipos celulares, debido a sus
requerimientos metabdlicos, son susceptibles al dafio por HBG y por consiguiente su
sobrevivencia estara intimamente ligada a la sobrevivencia de las células adyacentes

con las que tiene conexion.

Las alteraciones que tienen lugar durante la hipoxia predisponen a la célula a un mayor
dafio durante la fase de re-oxigenacion (Warner et al.,, 2004), durante la cual el
metabolismo anaerdbico del ATP produce una acumulacion de purinas que seran el
sustrato utilizado para la formacion de radicales libres durante esta fase (Saugstad,
1996) por accion de la xantina oxidasa. Dependiendo de la severidad del dafio seran
activadas diferentes vias de sefializacion, las cuales llevardn a procesos tanto de
apoptosis como de necrosis; en ambos casos la pérdida de la integridad de la

membrana mitocondrial se ve involucrada (Fujimura et al., 2000).

2.4 Apoptosis y efecto neuro-protector de la GH

La apoptosis o muerte celular programada es el resultado de una transduccion de
seflales que involucran varias familias de proteinas altamente conservadas en la
evolucion. La morfologia de las células apoptéticas incluye condensacion nuclear y
citoplasmica, rompimiento de la cromatina, formaciéon de cuerpos apoptoticos y
mantenimiento de una membrana plasmatica intacta (Fink & Cookson, 2005; Dikranian
et al., 2001). Los eventos apoptoticos incluyen la liberacion de citocromo C mitocondrial
y activaciéon de caspasa-3. Como se mencioné anteriormente, la HBG causa una
deplecion del ATP, involucrando la via intrinseca de la apoptosis (Figura 3),
translocando el citocromo C hacia citosol, en donde interactia con Apaf-1 y la
deoxiadenosina trifosfato formando el apoptosoma, e induciendo la activacion de
caspasa-9, posteriormente de caspasa-3, seguida de caspasas 2, 6, 8 y 10 (Fujimura et
al., 2000).



|
P Akt ‘
Co e
PRAS \/— nan. - \ )
no W
<N teasmoc,
P/ PRAS ans
[
- 14-3-3 - t.‘nuau&" Apat]
| ‘
14-3-3 14-33
P PRAS LA

sobrevivencia Apopbosoma

Caspasa-3 L’?/
l

Daho en DNA

|
v

Apoplosis

Figura 3: Sefalizacion de sobrevivencia y muerte neuronal por apoptosis inducido por
isquemia y mediado por la via PI3K/Akt y por la via intrinseca de la apoptosis
(modificado de Chan, 2004).

Se conoce poco acerca del mecanismo de neuro-protecciéon de la GH, por lo que se ha
propuesto que ocurre mediante la inactivacion de la via de las caspasas, impidiendo
que las células entren en un estado de apoptosis, y que esta inactivacion es mediada
por Bcl-2, una proteina anti-apoptética (Tamatani et al., 1998). Por otro lado, Shin et al.
(2004) sugieren que el efecto protector de la GH se debe a la disminucién de Bax y Bad

(factores pro-apopt6ticos), ya que no observaron cambios en la expresion de Bcl-2.

Un estudio realizado por Gustafson et al. (1999) se demostré que la administracion de
GH recombinante humana (rhGH), en dosis de 50 y 100 mg/kg aplicada de forma sub-
cutanea en ratas neonatas sometidas a Hl, confiere una neuro-proteccién moderada del
20%, aumentando la expresion del ARNm del GHR y del receptor a IGF-I posterior al

tratamiento. Por otra parte, se tiene evidencia de la participacion de la GH en el cerebro
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de ratas juveniles sometidas a Hl y tratadas con GH recombinante de rata (rrGH) por
via intracerebro-ventricular (una dosis de 20ug de rrGH), pues se observé un aumento
en la GH-IR en diferentes areas del cerebro, ademas incremento la expresion de IGF-I,
que previno la muerte neuronal demostrando un papel de neuro-proteccion del eje

somatotropico (Scheepens et al., 2001).

En estudios de Frago et al. (2002) observaron un aumento del ARNm de IGF-I en
hipotalamo, hipocampo y cerebelo, al administrar via intravenosa durante 7 dias una
infusion de GH (100ug/d) o GHRP-6 (péptido liberador de GH 6; 150ug/d); en estas
areas se observo un incremento en la fosforilacion de Akt y Bad, asi como un
incremento de Bcl-2; la conclusiébn de este trabajo indica que la GH y el GHRP-6
modulan la expresion de IGF-1 en el SNC de forma anatomico-especifica, ya que en
corteza no se observaron estos cambios. De esta forma se tiene evidencia de que el

cerebelo es una estructura del SNC que responde ante un tratamiento con GH.

2.5 Cerebelo

La palabra cerebelo significa “cerebro pequefio” en latin y dentro de sus funciones se
encuentran la coordinacién de los movimientos voluntarios, el equilibrio y el tono
muscular. El cerebelo, como el resto del SNC esta formado por sustancia blanca y
sustancia gris. El patron de ramificaciéon de la sustancia blanca se ha denominado
“arbol de la vida” y las circunvoluciones corticales del cerebelo se conocen como folias
u hojas (Carpenter, 1998). En el cerebelo de pollo existen folias de la | a la IX (Neudert
& Redies, 2008).

La corteza cerebelosa estd constituida por tres capas (Figura 4) que son: (1) capa
molecular externa (CM), donde se encuentran las interneuronas en canasta y
estrelladas; (2) capa media de células de Purkinje (CCP), como su nombre lo indica
agui se localizan los somas de las células de Purkinje que son neuronas de proyeccion
y representan la unica eferencia del cerebelo fuera del mismo; y por ultimo (3) capa

interna de células granulosas (CG), también de tipo interneurona (Carpenter, 1998).

11



Fitras

Célula paralelas

"e:heﬂod_q x

i

moleculs U

CHulnen

Célulnde
Purkinge

Fibrax

canaste axcendentsd

- A 4>
Capade células s - / . ’ L».rh‘nuh-
de Purkinme 1 T/ Yy £ Golgl

-~ . Ceéldade
Capa 1 / o
granula ! - - F 4 | » Purkinje
»
Axdn de |
ctluade Olva
Purkinge inferior

Nucleo

pontino Célula

granular

Fibra
musgosa

Figura 4. Arquitectura anatomica del cerebelo. Se observa la organizacion
microestructural de la corteza cerebelosa, indicando las tres capas que la conforman
asi como los tipos celulares. (Modificado de Ramnani, 2006).

En el cerebelo de cerdos recién nacidos,Yue et al. (1997) encontraron que tras un dafio
de hipoxia, las células granulares mueren predominantemente por apoptosis mientras
que las células de Purkinje muestran necrosis. Existen otros estudios donde se
demuestra la muerte neuronal de células de Purkinje y células piramidales del

hipocampo tanto por necrosis como por apoptosis (Sato et al., 1990).

En nuestro laboratorio se han realizado estudios tanto in vivo (Avila, 2009) como in vitro
(Alba-Betancourt, tesis de doctorado), en los cuales se observo un efecto protector de
la GH ante un dafio por hipoxia. Los estudios in vivo se realizaron en un modelo de
embriones de pollo de 15 y 18 dias embrionarios (E), sometidos a hipoxia y se observo
que los niveles de GH aumentaban con relacion al grupo control. En tanto que los
estudios in vitro, utilizando cultivos primarios neuronales de cerebelo de pollo,
mostraron que el dafio por HBG induce muerte neuronal por la via apoptotica y que la
adicion de GH a estos cultivos tiene un efecto neuro-protector, por lo que se esta
estudiando la posible via de sefalizacion que participa en este rescate, a través de la

inhibicion de la actividad de caspasa-3 y la via de PI3K (Figura 3).
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3. Justificacién

Las células de la corteza cerebelosa representan un modelo adecuado para el estudio
de la apoptosis y la neuro-proteccion por GH, debido a que son particularmente

susceptibles a sufrir dafio causado por HBG, como se menciond anteriormente.

En particular, el cerebelo de las aves es comparable al de mamiferos tanto en histologia
como en el grado de diferenciacion (Lee et al., 2001). El cerebelo, ademas de ser una
estructura altamente conservada filogenéticamente, es muy susceptible a sufrir dafio
por isquemia debido a que tiene una amplia presencia de receptores de Glu, razén por

la cual es un blanco para procesos excitotoxicos.

Debido a que en el laboratorio se tienen antecedentes del efecto neuro-protector de la
GH en cultivos primarios de neuronas granulares del cerebelo de pollo, ademas se tiene
evidencia de que la concentracién de GH enddgena es relativamente alta en pollos 1PE
(Alba-Betancourt et al., 2011), por estos motivos nos interesé utilizar un modelo de
cultivos organotipicos de esta estructura para el desarrollo de este proyecto. La
utilizaciéon de los cultivos organotipicos nos permite conservar la citoarquitectura
caracteristica del cerebelo, mantener la conectividad neuronal, las interacciones glia-
neurona y la estequiometria celular (Stoppini et al., 1991; Vornov et al., 1991; Gahwiler
et al., 1997), haciendo posible el analisis del efecto neuro-protector de la GH mediante
la observacion de los cambios morfologicos y de distribucion de la inmunorreactividad
en el tejido, asi como la cuantificacion de la concentracion de GH local y de indicadores
de apoptosis como son la actividad de Caspasa-3, la presencia de la proteina anti-

apoptotica Bcl-2 y la pro-apoptotica Bax.
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4. Hipotesis:

La hormona de crecimiento tendrd un efecto neuro-protector en células de cerebelo en

cultivos organotipicos posterior a un dafio por hipoxia y baja glucosa.

5. Objetivo general:

Determinar si existe un efecto neuro-protector de la GH después de un dafio de hipoxia

y baja glucosa en cultivos organotipicos de cerebelo de pollo.

5.1 Objetivos especificos:

1. Estandarizar los cultivos organotipicos de cerebelo de pollo de 1 dia Post-

eclosion.

2. Determinar la co-localizacion de la GH y marcadores celulares (NeuN, CaBP y

GFAP) en el cerebelo mediante inmunohistoquimica.

3. Cuantificar la concentracién de GH en cultivos organotipicos de cerebelo de pollo

en condiciones control y sometidos a hipoxia—baja glucosa.

4. Evaluar el efecto anti-apoptético de la GH en cultivos organotipicos sometidos a

hipoxia—baja glucosa.
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6. Material y métodos:

6.1 Modelo experimental

Cultivos organotipicos de cerebelo de pollo 1PE.

Los huevos fértiles son incubados a 37°C, en condiciones de humedad, en una
incubadora de huevos con movimiento (Incubadora automatica, LAMEX S.A) hasta su

eclosion.

6.2 Protocolo de cultivos organotipicos

Los cultivos organotipicos se realizaron siguiendo el procedimiento descrito por Stoppini
et al. en 1991. La membrana (Millicell-CM low Height) es colocada en una caja de Petri
de 35 mm que contiene 1 ml de medio de incubacion MEM + Hepes (50% MEM, 0.4766
g Hepes, 25% suero de caballo inactivado, 25% solucién de Hank, 6.5 mg/ml Glucosa
y 1% penicilina/estreptomicina, pH 7.2)

Los animales son sacrificados por decapitacién y los cerebelos son colectados de la
cavidad craneal e inmediatamente lavados con medio de estabilizacion (50% MEM,
0.4766 g Hepes, 25% solucion de Hank,, 6.5 mg/ml Glucosa. Posteriormente son
colocados en la placa de teflén del cortador de tejido (Mcllwain Tissue Chopper, modelo
MTC/2). Se obtienen cortes sagitales de cerebelo de 300 o 400um y estos son
separados utilizando espatulas de madera bajo el microscopio estereoscépico en
condiciones estériles, después son transferidas a las membranas, previamente
preparadas en las cajas Petri, usando una pipeta Pasteur cuidando que el medio no
cubra la membrana para que las rebanadas permanezcan expuestas al aire (Figura 5).
En estas condiciones las rebanadas no se secan y la difusion a través de la membrana

es suficiente para garantizar la sobrevivencia.

Las cajas Petri con las rebanadas se colocan en una incubadora a 37°C con una
atmosfera de aire y 5% de CO, durante 14 dias para su estabilizacion cambiando el
medio cada 3 dias. Las rebanadas se revisaron periodicamente mediante un

microscopio de luz invertido para determinar que estuvieran en condiciones adecuadas
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para ser sometidas a las condiciones experimentales, es decir, que el cultivo estuviera

libre de bacterias y hongos.

/ Rebanadas de tejido
:> : ;'.; :> I :> F e B <&——— Membrana semiporosz

Medio

Tamafio del poro(0.45um)

Figura 5. Esquema de la obtencién de los cultivos organotipicos de cerebelo de pollo.
Se realizan cortes sagitales, posteriormente se colocan en la membrana semiporosa
que esta sobre el medio de cultivo. Las rebanadas de tejido permanecen expuestas
tanto al medio de cultivo como al aire.

6.3 Hipoxia y baja glucosa (HBG).

Las condiciones de HBG se logran utilizando un medio DMEM bajo en glucosa (1g/L) y
una camara hermética colocada en una incubadora a 37°C, dentro de la cual se inyecta
durante 10 min una mezcla de gases que contiene 95% N, y 5% CO,, logrando obtener
una atmodsfera con 5% de O,, donde son mantenidos los cultivos por 1h, una vez
transcurrido el tiempo se cambia el medio por MEM/Hepes y se mantienen 24h en la
incubadora a 37°C en una atmosfera de aire y 5% de CO, para su re-oxigenacion
(Chung et al., 2007). Posteriormente, el medio se retird y las rebanadas se procesaron

para su evaluacion.

Para la realizacién de los tratamientos, se adicioné rcGH al medio tanto en el grupo
control (o normoxia) como en el de HBG, en dos diferentes concentraciones, 1 0 10nM;
el tratamiento se mantuvo durante la HBG y las 24h posteriores en medio MEM/Hepes
en normoxia (aproximadamente 21% O,), para después procesar los cultivos para las

pruebas requeridas.
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6.4 Inmunohistogquimica

Se realizaron técnicas de IHQ con doble marcaje para identificar nlcleos neuronales
utilizando GH&NeuN, para la identificacion de células de Purkinje con GH&calbindina

(CaBP) y para marcar células gliales usando GH&GFAP.

Se utilizaron como control cortes para-sagitales de 8um de cerebelo de pollo 1PE

incluidos en parafina y rebanadas de cerebelo (cultivos organotipicos) de 300um.

Una vez transcurridos los 14 dias de estabilizacién de los cultivos organotipicos, tanto
en condiciones control como experimental (HBG), se fijan las rebanadas de 300um con
paraformaldehido al 4% para su posterior incubacién con anticuerpos (Ab)
monoclonales: a-NeuN, a-CaBP, a-GFAP y a-B-tubulina 1lI; y policlonales: a-cGH (GH
de pollo). Se utilizaron segundos Ab marcados con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
para el caso de los monoclonales o CY3 para el Ab policlonal. Se realiz6 un contraste
con DAPI (4'-6-Diamidino-2-fenilindol), o TO-PRO 3 (mondmero de cianina) para el
marcaje de nucleos neuronales. Las preparaciones se observaron mediante
microscopia de fluorescencia y confocal (microscopio Olympus 50 y un microscopio

confocal LSM 510 Meta multifoténico de Carl Zeiss).

6.4.1 Inmunohistoguimica para GH&NeuN

El anticuerpo contra NeuN o Neuronal Nuclei, reconoce especificamente la proteina de
unién al DNA, la cual se encuentra presente en la mayoria de los tipos neuronales de
vertebrados tanto en SNC como sistema nervioso periférico (SNP); sin embargo, en el
caso del cerebelo, las células de Purkinje no son reconocidas por este anticuerpo
(Mullen et al., 1992). En nuestro caso utilizamos este anticuerpo con la finalidad de
localizar la inmunorreactividad de las neuronas granulares de la capa granular de la

corteza cerebelosa.

Se fijaron las rebanadas con PFA 4% durante 4h a 4°C, los cortes fueron separados de
la membrana y se lavaron 2 veces con PBS (buffer de fosfatos salino) durante 15 min.
Se eliminaron las peroxidasas endogenas con H,O, al 3% en PBS-triton (TPBS) con
metanol al 50% durante 1h, se lavaron con TPBS hasta eliminar burbujas. Se
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bloquearon con leche descremada (Bio-Rad) al 5% en TPBS durante 1h y se lavaron 3
veces con TPBS por 10 min. Se incubd el Ab primario a-NeuN (monoclonal, Chemicon)
a una dilucion 1:200 y a-GH (CAP-1 policlonal, hecho en conejo; Aramburo et al., 1989)
también 1:200 en TPBS con leche 1% y se dejaron incubando 24h, se lavaron 4 veces
con TPBS. Se incubd el Ab secundario a-ratébn hecho en cabra marcado con FITC (Bio-
Rad) a una dilucion 1:200 para NeuN y a-conejo hecho en cabra marcado con CY3
(Zymed; 1:4500) para GH en TPBS con leche 1% durante 2h, se lavaron 3 veces con
TPBS durante 10 min y 2 veces 5 min con PBS. Para contrastar se utilizo DAPI o TO-

PRO 3 durante 30 min y se lavaron 3 veces con PBS.

6.4.2 Inmunohistoqguimica para GH&GFAP

Para determinar si las células gliales son positivas a GH, especificamente los astrocitos,
se realizé un doble marcaje utilizando el Ab a-GH y el anticuerpo a-GFAP (Glial
fibrillary acidic protein). Esta proteina es un filamento intermedio clase-lIll, el principal
constituyente de los filamentos intermedios en astrocitos con lo cual se pueden
distinguir de otras células gliales y de neuronas durante el desarrollo del SNC (Dahl &
Bignami, 1973). En el cerebelo de las aves, la principal proteina que constituye el
citoesqueleto de la glia de Bergmann es la vimentina, en comparacién con los
mamiferos en los cuales la vimentina caracteriza a la astroglia inmadura, siendo GFAP
la proteina encontrada en la glia madura (Ajtai & Kalméan, 1998). Sin embargo, cuando
existen lesiones en el SNC en un modelo de pollo, se ha encontrado astroglia positiva a
GFAP localizada en el sitio de lesion, razon por la cual hemos decidido utilizar este

marcador en nuestro modelo (Ajtai & Kalman, 1998).

Se fijaron las rebanadas con PFA 4% durante 4h a 4°C, se separaron los cortes de la
membrana y se lavaron 2 veces con KPBS (buffer de fosfatos salino con potasio)
durante 15 min. Se eliminaron las peroxidasas endogenas con H,O; al 3% en KPBS-
triton (TKPBS) con metanol al 50% durante 1h, se lavaron con TKPBS hasta eliminar
burbujas. Se bloquearon con leche al 5% en TKPBS durante 1h y se lavaron 3 veces
con TKPBS por 10 min. Se incubo el Ab primario a-GFAP (monoclonal, Chemicon) a
una dilucion 1:500 y a-GH (CAP-1 policlonal) con una dilucion 1:200 en KPBS + NRS al
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2% + leche 1% y deja incubando 48h, se lavaron 4 veces con TKPBS. Se incubo el Ab
secundario a-raton con FITC (1:200) para GFAP y a-conejo con CY3 (1:4500) para GH
en TKPBS con leche 1% durante 2h, se lavaron 3 veces con TKPBS durante 10 miny 2
veces 5 min con KPBS. Finalmente se utiliz6 DAPI o TO-PRO 3 para contrastar nucleos

durante 30 min y se lavaron 3 veces con KPBS.

6.4.3 Inmunohistoqguimica para CaBP&GH

Las células de Purkinje son las neuronas mas representativas de la corteza cerebelar,
sin embargo, no son reactivas al anticuerpo que marca nacleos neuronales (NeuN), por
lo que se decidid utilizar una proteina de unién a Calcio (CaBP) que se encuentra tanto
en el soma como en el arbol dendritico (Rogers, 1989), para identificar a estas

neuronas.

Se fijaron las rebanadas con PFA 4% durante 4h a 4°C, se separaron los cortes de la
membrana y se lavaron 2 veces con PBS- CaCl, durante 15 min. Se eliminaron las
peroxidasas enddgenas con H,O, al 3% en TPBS- CaCl, con metanol al 50% durante
1h, se lavaron con TPBS- CaCl; hasta eliminar burbujas. Se desenmascararon epitopes
al incubar durante 15 min en buffer de &cido citrico pH 6.0 en bafio Maria 80 °C, se
lavaron 2 veces con TPBS- CaCl, durante 10 min. Se bloquearon con leche al 5% en
TPBS- CaCl, durante 1h y se lavaron 3 veces con TPBS- CaCl, por 10 min. Se incubd
el Ab primario a-CaBP-D-28K (monoclonal, Sigma) a una dilucién 1:50 y a-GH (CAP-1
policlonal) con una concentracion 1:200 en TPBS- CaCl, + leche 1% y se dejo
incubando 24h, se lavo 4 veces con TPBS- CaCl,. Se incubd el Ab secundario 1:200 a-
raton con FITC para CaBP y a-conejo con CY3 para GH en TPBS- CaCl, con leche 1%
durante 2h, se lavaron 3 veces con TPBS- CaCl, durante 10 min y 2 veces 5 min con
PBS-CaCl2. Se utilizé finalmente DAPI o TO-PRO 3 durante 30 min y se lavaron 3
veces con PBS- CaCl.,.
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6.4.4 Inmunohistoquimica para B-tubulina Il

La B-tubulina Il es una proteina expresada en neuronas del SNC y SNP, que contribuye
a la estabilidad de los microtubulos en los somas neuronales,y en los axones, ademas
participa en el transporte axonal. Este anticuerpo es especifico de neuronas ya que no
reconoce la 3 —tubulina encontrada en la glia. En este proyecto decidimos utilizar a esta
proteina para identificar cuerpos neuronales en el ensayo con yoduro de propidio (PI).
El Pl es una sustancia quimica capaz de unirse al DNA al intercalarse entre las bases,
con poca o nula preferencia por la secuencia de las mismas, un marcaje por cada 4-5
pares de bases de DNA. El PI también es capaz de unirse al RNA. Una vez que se une
al material genético es capaz de emitir fluorescencia alrededor de los 595 nm. Por lo
general las membranas celulares son impermeables al Pl o es excluido de forma
exitosa por las células viables, sin embargo, cuando la membrana esta dafiada es
capaz de unirse al DNA y RNA, por lo que es comunmente utilizado para identificar

células muertas en una poblacion (Brana et al., 2002; Riley et al, 2006).

Una vez que el grupo experimental fue sometido a las condiciones de HBG y posterior a
las 24 en normoxia, se afiadié al medio MEM/Hepes el PI, en una concentracion de 2
pg/ml durante 30 min y se lavé con TPBS durante 15 min, posteriormente se fijaron las
rebanadas con PFA 4% durante 4h a 4°C, se separaron los cortes de la membrana y se
lavaron 2 veces con PBS durante 15 min. Se eliminaron las peroxidasas enddgenas con
H,O, al 3% en TPBS con metanol al 50% durante 1h, se lavaron con TPBS hasta
eliminar burbujas. Se bloquearon con leche al 5% en TPBS durante 1h y se lavaron 3
veces con TPBS por 10 min. Se incub6 el Ab primario a-B-tubulina 11l (monoclonal,
Abcam) a una dilucién 1:200 en TPBS con leche 1% y dej6 incubando 24h, se lavaron 4
veces con TPBS. Se incub6 el Ab secundario a-raton con FITC (1:200) en TPBS con
leche 1% durante 2h, se lavaron 3 veces con TPBS durante 10 min y 2 veces 5 min con
PBS. Para contrastar se utiliz6 TO-PRO 3 o DAPI durante 30 min y se lavo 3 veces con
PBS.
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6.5 Condensacion de material genético por TUNEL, fluorescencia.

El ensayo de TUNEL (por sus siglas en ingles para Terminal Deoxy-nucleotide
Transferase dUTP Nick End Labeling) detecta fragmentacion del DNA y consiste en la
incorporacion de las bases analogas dUTPs marcadas con fluoresceina (FITC) a las
partes terminales 3"-OH del DNA. Cuando el DNA se fragmenta como parte de un
proceso apoptotico, quedan expuestos un mayor nimero de regiones terminales 3"-OH
del DNA. Una vez que se incorpora el BrdU al DNA, éste puede ser detectado mediante
un anticuerpo a-BrdU usando técnicas comunes de inmunohistoquimica siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Cuando se han obtenido los grupos experimentales, las rebanadas se fijan con PFA 4%
durante 4h a 4°C, se separan los cortes de la membrana y se lavan 2 veces con PBS
durante 15 min. Inmediatamente después se incubaron con proteinasa K (solucion de
trabajo 10pg/ml en 10mM de Tris/HCI pH 7.4) por 15 min a temperatura ambiente (de
21 a 37°C) en una cadmara humeda para permeabilizar y después de la etapa de

permeabilizacién fueron lavadas tres veces con PBS.

Para realizar el ensayo de TUNEL se utilizé el kit para deteccion de muerte celular POD
in situ de ROCHE (No. de Cat. 11684795910) siguiendo las instrucciones indicadas por
el proveedor de la manera siguiente: A cada cubreobjetos con 3 rebanadas de los
diferentes grupos se le agregaron 50ul de la mezcla de TUNEL (50pl de la solucion con
TdT en 450ul de la solucion con los dUTPS) y se cubrieron con cuadros de parafilm. Se
realiz6 una incubacion de 1h a 37 °C en una camara humeda, después de la incubacion

se realizaron tres lavados con PBS.

Para tener una mejor observaciéon de las células con marcaje del TUNEL, se realiz6 de
igual manera la tincion con DAPI o TO-PRO 3y las células se incubaron a temperatura
ambiente en la oscuridad por 30 min, después de este tiempo se descarta la solucion,

se lavan 2 veces con PBS, finalmente los cultivos fueron observados en el microscopio.

21



6.6 Ensayos bioquimicos

6.6.1 Homogenizacién del tejido

Para la realizacion de ensayos bioquimicos se hicieron pools de 12 rebanadas y se
agregaron 100ul de amortiguador de lisis (HEPES/NaOH 10mM pH 7.4, EDTA 2mM,
DTT 1mM e inhibidores de proteasas), se homogenizaron las muestras con un pistilo de
plastico (Micro tissue grinder, Wheaton) y se realizé la extraccion con agitacion durante
2h a 4°C, posteriormente se centrifugaron a 10,000 RPM durante 20 min (centrifuga
SORVALL RMC 14 rotor FAMicro/1.5ml) a una temperatura de 4°C, el sobrenadante fue
colectado para cuantificar las proteinas totales por el método de Bradford (Bradford,
1976).

6.6.2 Determinacién de proteinas por el método de Bradford

Se prepara la curva patrén por duplicado con una proteina estandar (albumina sérica
bovina) utilizando 5 concentraciones de proteina (1-20ug de proteinas) en un volumen
de 800 ul de agua desionizada y adicionando 200 ul del reactivo de Bradford, en el caso
de las muestras se utilizan alicuotas de 2ul. La curva estandar y las muestras se
incuban a temperatura ambiente durante 20 min y posteriormente se lee su densidad

Optica a una longitud de onda de 595 nm en el espectrofotometro (Beckman DU 640).

6.6.3 Cuantificacion de GH por ELISA

La cuantificacién de la cGH total en las rebanadas de cultivos organotipicos se realizé
mediante un ELISA indirecto por competencia (Martinez-Coria et al., 2002). Las placas
de inmunoanalisis de 96 pozos se forraron con una solucion de rcGH (GH recombinante
de pollo) 12ng/pozo. Simultaneamente las muestras y las diluciones del estandar para
la curva patron se incubaron con el Ab policlonal contra cGH CAP1 en una dilucion final
de 1:100,000 en TPBS + leche al 1% durante 16h a 4°C.

Las placas se lavaron con TPBS 5 veces y se bloquearon para evitar union inespecifica

con leche descremada al 3% en PBS por 1h. La placa se lavd 5 veces con TPBS y se le
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agrego la mezcla incubada previamente con el primer Ab a la placa y se incub6 durante
2h.

Después de lavar se le adiciond la solucion con el Ab secundario unido a peroxidasa de
rabano a una dilucion de 1:3000 (100ul por pozo), se incubd durante 2h y se reveld con
una solucion del sustrato (ABTS en buffer dilucion 1:10; sustrato 2.1mg/ml; Roche No.
de cat. 11204521001) durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
cuantifico el desarrollo de color en un lector de placas (Bio-Rad, Microplate Reader
modelo 3550-UV) a una longitud de onda de 405 nm.

Este ensayo tiene una sensibilidad de 2ng/pozo (20ng/ml) y un coeficiente de

variabilidad intra e interensayo menor al 5% (Martinez-Coria et al., 2002).

6.6.4 Ensayo de caspasa-3

e Preparacion de las muestras de los cultivos primarios

Las rebanadas obtenidas de los cultivos organotipicos fueron suspendidas en 100ul de
amortiguador de lisis (HEPES/NaOH 10mM pH 7.4, EDTA 2mM, DTT 1mM, e
inhibidores de proteasas). Posteriormente las células se lisaron por sonicacion
(sonicador, Fisher FSH9) durante 5 min y luego homogeneizadas con pistilo de plastico
(Micro tissue grinder Wheaton) y centrifugadas a 12000 RPM (centrifuga SORVALL
RMC 14 rotor FAMicro/1.5ml) a temperatura ambiente, el sobrenadante fue colectado

para cuantificar las proteinas totales por el método de Bradford descrito previamente.
e Cuantificacion de la actividad de caspasa-3

Para realizar la cuantificacion de la actividad de caspasa-3 se utiliza un ensayo
colorimétrico comercial especifico para esta caspasa (Caspase-3 Colorimetric Assay Kit
de Assay Designs No. de cat. 907-013). La caspasa-3 es una cistein-proteasa
intracelular que existe como pro-enzima y que se activa durante la secuencia de
eventos asociados a la apoptosis. El principio del ensayo involucra la conversion de un
sustrato cromogénico especifico para caspasa-3, seguido de su deteccion por

colorimetria a 405nm.
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Siguiendo las indicaciones del fabricante, en la placa de 96 pozos (incluida en el
estuche) se colocaron 50 pl de amortiguador activo de reaccion de caspasa-3
(amortiguador de reaccion de caspasa-3 y dithiothreitol) en los pozos blanco. En dos
pozos de la placa se colocaron 125 ul de calibrador de p-nitroanilina (Solucion de p-
nitroanilina 50uM en amortiguador de reaccion de caspasa-3). Para hacer los
estandares se utilizaron 4 tubos donde se colocaron 125 pl del amortiguador de
reaccion activo de caspasa-3. Se reconstituyo el vial del estandar de caspasa-3 con el
amortiguador de reaccion activo de caspasa-3 (el vial se toma como tubo 1). Se
tomaron 125 pl del tubo 1 se pasaron al tubo 2, se mezclaron y se continla con
diluciones seriadas hasta el tubo 5. Una vez hechos los estandares se pipetearon 50 pl
de cada tubo por duplicado en cada pozo de la placa. Después de colocar los
estandares se colocaron 50 pl de las muestras y en todos los pozos se pipetearon
(excepto en los pozos con pNA) 75 pl del substrato de caspasa (incluido en el estuche),
se mezclaron suavemente, se cubri6 la placa y se incubd por 3h a 37°C. Para detener
la reaccion se colocaron 10 pul de la solucién de bloqueo del estuche en cada pozo y se
lee en el lector de ELISA (Bio-Rad 3550-UV) con 405nm de longitud de onda.

Para realizar la determinacion de la actividad de caspasa-3 en las muestras se calculd
el promedio neto de la densidad Optica (OD) para cada estandar y muestra,
substrayendo el promedio de la densidad oéptica de los blancos del promedio de
densidad de cada estandar y muestra. La medicibn de la actividad puede ser
cuantificada al comparar las densidades o6pticas obtenidas con los estandares y el
calibrador con pNA. La densidad o6ptica del calibrador es equivalente a la densidad
Optica obtenida de 34.72 unidades de caspasa-3 activa cuando reacciona con su

substrato. Los calculos para determinar la actividad son los siguientes:

e Factor de conversion (OD/unidades) = Promedio de la densidad Optica neta del
pNA/34.72 unidades

e Actividad (unidades/ml) = Promedio de la densidad Optica neta de los

estandares/0.05ml/Factor de conversion

e Para determinar los valores de las muestras se grafican los valores de los

estandares y se interpolan en la recta.
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6.6.5 Evaluacion de la expresion de Bcl-2

Una via involucrada en la sobrevivencia de las células depende de miembros de la
familia de Bcl-2 (Burlacu, 2003). Se evalué la expresion de Bcl-2 mediante Western-blot
utilizando un Ab policlonal (Santa Cruz, CA) en los homogenados de -cultivos
organotipicos de cerebelo, tanto del grupo control, como del grupo de HBG y tratados
con GH (Costoya et al., 1999).

Se realizé un SDS-PAGE en condiciones reductoras con un gel de poliacrilamida al
12.5%. Se corrieron las muestras obtenidas de los cultivos organotipicos, de 70 a 90ug
de proteina total (determinada por el método de Bradford) en 20ul de buffer reductor
(5%p/v 2-mercaptoetanol) y los marcadores de peso molecular (8ul; Rainbow molecular
weight markers). El gel se equilibr6 con amortiguador de transferencia (TRIS 25 mM,
Gly 192 mM, Metanol 20 %, aprox. pH 8.3) 10 min. Al mismo tiempo se equilibraron las

membranas (nitrocelulosa), el papel filtro y las fibras en amortiguador de transferencia.

Se realiz6 la transferencia de los geles de poliacrilamida a membranas de nitrocelulosa,
a 200mA (corriente constante) durante 1h, en agitacion constante. Posteriormente las
membranas fueron blogueadas con leche al 5% (Bio-Rad) en TBS (30nM Tris, 500nM
NaCl, pH 7.5) durante 2h a temperatura ambiente y en agitacion, se lavaron con TTBS
(TBS + Tween-20 0.05%) 3 veces por 10 min e incubaron con el primer Ab a-Bcl-2 con
una dilucién 1:750 durante toda la noche. Se lavaron con TTBS 3 veces por 10 min
cada vez y se incubd con el Ab secundario (anti IgG de raton conjugado con HRP)
dilucién 1:1000 durante 2h en agitacién, nuevamente se lavaron 3 veces con TTBS y
dos con TBS, por 10 min cada vez y se procedio a revelarlas utilizando un sustrato
guimioluminiscente (ECL; Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK) y se

expusieron en peliculas Kodak Biomax ML film.

Control de cargado: Para detectar la presencia de actina en las mismas membranas se
lavaron 3 veces por 15 min con TBS y se incubaron en el buffer de stripping (100mM 2-
mercaptoetanol + 10% SDS + 62.5mM TRIS-HCI pH 6.7) durante 45 min entre 70 y
80°C en bafio maria con agitacion constante, transcurrido este tiempo se lavaron las
membranas 3 veces por 15 min con TTBS y se procedi6 a realizar el bloqueo con leche

al 5% en TTBS por 2h, nuevamente hicieron 3 lavados (15 min cada uno) con TTBS.
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Las membranas se incubaron con el primer Ab a-actina hecho en cabra (Santa Cruz
Biotechnology) con una dilucion 1:3000 durante toda la noche. Posteriormente, se
lavaron las membranas con TTBS 3 veces por 10 min cada vez y se incubaron con el
Ab secundario (anti IgG de cabra y conjugado con HRP) dilucién 1:3000 durante 2h en
agitacion constante. De nueva cuenta las membranas fueron lavadas 3 veces con TTBS
y dos con TBS, por 10 min cada vez y se procedié a revelarlas utilizando el sustrato

guimioluminiscente y se expusieron en las placas fotograficas.

Se realizé el andlisis de los pesos moleculares de las bandas de los luminogramas

después de ser escaneados mediante el programa IPLab-GEL.

6.6.6 Evaluacion de la expresion de Bax

Otra via miembro de la familia de Bcl-2 que fue evaluado es Bax, mediante Western-
blot. Se siguié el mismo procedimiento descrito con Bcl-2 para evaluar la expresion de
esta proteina, en este caso utilizando un Ab policlonal hecho en conejo a una dilucién
de 1:300 (Santa Cruz biotechnology). EI Ab secundario utilizado fue a-lgG de conejo
hecho en cabra y conjugado con HRP en una dilucién 1:1000 EI control de cargado en
este caso también fue Actina y el andlisis de las bandas de los luminogramas
analizados con IPLab-GEL.

6.7 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron mediante una prueba U de Mann-Whitney para determinar la
diferencia entre los diferentes grupos experimentales. Se utilizé el programa Graph-Pad
Prism 4.0.
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7. Resultados

7.1 Objetivo 1: Estandarizacion de los cultivos organotipicos de cerebelo de pollo
1 PE.

Estudios previos de cultivos organotipicos de cerebelo de pollo de diferentes edades:
en etapas embrionarias (15 y 18 E) y post-eclosion (1 y 5PE) permitieron determinar
que la mejor edad era 1PE debido a que los cultivos se preservaron con una mejor
citoarquitectura, mostrando un mantenimiento de las folias y las capas de la corteza

cerebelosa al observarse bajo el microscopio estereoscépico (Figura 6) .

Figura 6. Cultivos organotipicos de cerebelo de pollo en diferentes edades: 15 y 18 dias

embrionarios, 1 y 5 dias post-eclosion.

Como se observa en la Figura 6, en edades embrionarias los cortes sufren
desdiferenciacion en tanto que en el caso de los de 5 dias sufrieron necrosis por lo que
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se establecié que las condiciones Optimas para los cultivos organotipicos de cerebelo
de pollo fueron de 1PE. Se determino un grosor de 300um para los cortes utilizados en
histologia, con la finalidad de obtener una mejor penetracion del laser al capturar las
imagenes. En el caso de los ensayos bioquimicos los cortes utilizados tuvieron un

grosor de 400 um.

Se colocaron de 4 a 5 cortes por membrana en un medio de incubacion MEM/Hepes
(Figura 7), con el fin de mantener las rebanadas separadas unas de otras y con espacio

suficiente para la perfusion del medio a través de la membrana.

Figura 7. Imagenes representativas de cultivos organotipicos de cerebelo de pollo 1PE
después de dos semanas de estabilizacion.

Para establecer las condiciones experimentales de dafio por HBG se probaron
diferentes tiempos de incubacion (1 y 2 h). Se observé que con 1h de incubacién bajo
estas condiciones se podia inducir el dafio celular que lleva a procesos de apoptosis, lo
cual fue determinado mediante el ensayo de casapasa-3 (Figura 8) al encontrar
diferencias significativas entre el grupo control y el de HBG 1h.
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Figura 8. Actividad de caspasa-3 en porcentaje, determinada en cultivos organotipicos
bajo condiciones control e HBG 1 y 2 h. Cada barra representa la media zDE n=3
*%

p<0.01.

Se puede apreciar en la gréfica anterior que la actividad de caspasa-3 aumenta
significativamente en condiciones de HBG 1h con respecto al grupo control, sin
embargo, cuando las condiciones de dafio persisten por mas tiempo, la actividad de
esta proteasa se ve notablemente disminuida debido posiblemente a que las células

entran en necrosis.

7.2 Objetivo 2: Determinacion del tipo celular que expresa GH en el cerebelo.

La corteza cerebelosa posee una estructura de tres capas en la cual se encuentran
relativamente pocos tipos celulares con caracteristicas muy particulares. Para
determinar la presencia de los tres principales tipos celulares caracteristicos del
cerebelo (células de Purkinje, células granulares y glia), se realizaron técnicas de IHQ
con doble marcaje en los cultivos organotipicos, determinando la presencia de
inmunorreactividad a GH&GFAP para la observacion de glia (astrocitos), GH&NeuN
para observar neuronas granulares y GH&CaBP para el inmunomarcaje de las células

de Purkinje, las méas caracteristicas del cerebelo.
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Para identificar la citoarquitectura de las capas de la corteza cerebelosa y comparar con
las rebanadas de organotipicos, se realizé inmunomarcaje con GH&CaBP en cortes de

cerebelo de 8um.

50 ym

Figura 9. Microfotografias representativas del doble inmunomarcaje GH&CaBP en
cortes parasagitales de cerebelo de pollo 1PE. a) se observa GH-IR (rojo) en la CCP. b)
inmunomarcaje con CaBP (verde) para la observacion de las células de Purkinje. c)
marca de nucleos celulares con DAPI (azul). d) co-localizacién (amarillo) del marcaje de
los anticuerpos GH y CaBP. En e y f se muestra un esquema de los tipos celulares
presentes en la corteza cerebelosa. La barra representa 50 pm.

En la Figura 9 se muestra el doble marcaje GH&CaBP, en cortes parasagitales de
cerebelo de pollo 1PE, donde se observa la marca positiva de GH (rojo) en los somas
de células de Purkinje, asi como en sus arboles dendriticos en co-localizaciéon con la

marca de CaBP.

Las Figuras 10, 11 y 12 muestran dobles marcajes: GH&NeuN, GH&GFAP y GH&CaBP

en cultivos organotipicos para los grupos control e HBG. En estas figuras es posible
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observar que la citoarquitectura laminar del cerebelo se mantiene en gran medida en

los cortes de los organotipicos.

Ctrl

HBG

Figura 10. Microfotografias representativas del doble inmunomarcaje GH&NeuN en
cultivos organotipicos de cerebelo de pollo 1PE, para el grupo control (a, b y ¢) y el
grupo HBG (d, e y f). Se observa GH-IR (rojo) en la CG asi como en la SB y en algunos
campos en la CCP. El Inmunomarcaje con NeuN (verde) para la observacién de las
neuronas granulares se observa delimitado. En azul se observa la marca de nucleos
celulares con DAPI. Co-localizacion del marcaje de los anticuerpos GH y NeuN en
amarillo. La barra representa 200um; en by e, 50um; en cy f, 20um.

En la Figura 10 se observa la co-localizacion (amarillo) de GH con el Ab a-NeuN, que
marca los ndcleos neuronales (verde), se puede apreciar que la capa de neuronas
granulares (CG) mantiene su estructura delimitada; la marca de GH (rojo) puede
observarse con amplia distribucion en el corte, tanto en la sustancia blanca (SB) como

en las capas de la corteza cerebelosa.

La mayor diferencia apreciada entre las diferentes condiciones es el marcaje de GH, ya

que su distribucion se observa en las diferentes capas de la corteza cerebelosa y
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nucleos profundos. En cuanto a la citoarquitectura, no se observan muchas diferencias

entre los grupos control e HBG, en ambos se mantiene la capa granular delimitada.

En la Figura 11 se muestra el inmunomarcaje de GH&GFAP. La inmunorreactividad
positiva a GFAP (verde) se observa en areas de la CG y mayoritariamente en la SB,
mientras que la GH (rojo) se aprecia con una amplia distribucion en las tres capas de la
corteza cerebelosa y en la SB. En este modelo los astrocitos no parecen estar
expresando GH ya que se observan muy pocas células donde co-localizan ambos

marcadores (amarillo).

Ctrl

HBG

Figura 11. Micrografias representativas de doble marcaje de GH&GFAP del grupo
control (a, b y c¢) y del grupo HBG (c, d y f). Se observa GH-IR (rojo) en las tres capas
de la corteza cerebelosa. EI inmunomarcaje con GFAP (verde), las células gliales se
observan mayoritariamente en la SB. En azul la marca de nucleos celulares con DAPI.
La co-localizacién (amarillo) del marcaje de los anticuerpos GH y GFAP en los campos
observados es minima. Cada barra representa 20 um.

La Figura 12 corresponde a un doble marcaje con GH&CaBP para los grupos control e
HBG. En el caso del marcaje con CaBP se observan diferencias entre los grupos, ya
gue hemos notado la ausencia de un marcaje claro de células de Purkinje en
condiciones de HBG, ademas de una desorganizacion de la capa que conforman estas

células de gran tamafio.
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HBG

Figura 12. Micrografias representativas de doble marcaje de GH&CaBP para el grupo
control e HBG. En a y b se observan las 3 capas de la corteza cerebelosa con su
citoarquitectura caracteristica. En ¢, d y e las células de Purkinje se observan con un
mayor aumento marcadas con CaBP (verde), se visualiza su arbol dendritico en la CM.
Se observa GH-IR (rojo) en la células de Purkinje (e). En f y g se observan imagenes
correspondientes al grupo experimental HBG. La capa granular se observa marcada
con DAPI (azul).

En los cultivos organotipicos observamos que la citoarquitectura de la corteza
cerebelosa parece mantenerse, ya que las capas molecular, granular y de células de
Purkinje se encuentran bien definidas, siendo inmunorreactivas a los marcadores
neuronales como NeuN y CaBP, asi como a los marcadores de glia, en este caso
GFAP. Ademas, se encontr0 una amplia inmunorreactividad a GH distribuida en

diferentes tipos celulares.
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7.3 Objetivo 3: Cuantificacion de la concentracion de GH

Se estandarizaron las condiciones del ensayo de ELISA para evaluar la concentracion
de GH en los cultivos, fue necesaria la homogenizacion de 12 rebanadas para poder
obtener la cantidad de proteina necesaria para el ensayo (400ug proteina total) y se
utilizaron alicuotas de 90 pg de proteina por pozo y las muestras se analizaron por
triplicado. En estas condiciones la concentracion de GH en cultivos organotipicos de

cerebelo de pollo se muestra en la Figural3.

700~
6004
5004
400+
300
200+
100+

ng GH/mg proteina

N HBG

Figura 13. Concentracién de GH en cultivos organotipicos de cerebelo de pollo 1PE
comparando grupo control (N) vs HBG. Cada barra representa la media +tEE n=9
*

p<0.05.

Los resultados obtenidos muestran que hay un aumento cercano al doble, en la
concentracion de GH en los cultivos sometidos a HBG con respecto al grupo control.
Los datos fueron analizados mediante una U de Mann-Whitney y se obtuvieron

diferencias significativas entre los grupos con P<0.05.

7.4 Objetivo 4. Evaluar el efecto anti-apoptético de la GH en los cultivos

sometidos a dafio por HBG.

Se realizaron inmunomarcajes con B-tubulina Il previa exposicion a Pl (Figura 14 ) para

evaluar si existia muerte celular, ya que el Pl es capaz de entrar a la célula Gnicamente
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cuando la membrana de la misma esta dafiada, ademas se realizé un marcaje de los
nucleos utilizando TO-PRO 3.

En el grupo control se encontré6 un marcaje basal de PI, mientras que en el grupo de
HBG se observé cualitativamente un aumento en el marcaje de células positivas a Pl,

mayoritariamente en la capa granular.

Ctrl

HBG

Figura 14. Micrografias representativas de inmunomarcaje para S-tubulina Il (verde)
expuestas a Pl (rojo), los nacleos se ven en azul marcados con TO-PRO 3. En el grupo
control (a y b) no se observan células marcadas con PI; en el grupo HBG (c y d) se
observa el marcaje de células dafiadas en la CG y en la CCP. En a y c la barra

representa 200 umyenbyd 20 um.

También se evalud si la muerte celular era de tipo apoptético, para lo cual se realizé la
técnica de TUNEL vy se utiliz6 TO-PRO 3 para el marcaje de nucleos. En el grupo HBG

se observa un aumento de células apoptéticas en la capa granular (Figura 15).
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HBG

Figura 15. Imagenes representativas de la técnica de TUNEL mediante la cual se pone
en evidencia el DNA degradado (verde). En el grupo control (a y b) se observan un
marcaje basal de células; en el grupo HBG (c y d) células con marca fluorescente
correspondiente a la condensacion del material genético que es marcado con el TUNEL
en la CG. En azul se observa el marcaje de nucleos con DAPI. En a y c la barra
representa 50umy en b y d la barra 20um.

Estos resultados muestran que la muerte celular en los cultivos organotipicos de
cerebelo es de tipo necrético y apoptético. Cualitativamente se observaron diferencias
entre los grupos control e HBG, existiendo en el primero un marcaje basal de células
dafadas, mientras que en HBG el area de células dafiadas observada bajo el
microscopio es mayor al ser teflidas con PIl. Con la técnica de TUNEL se observo

cualitativamente un marcaje de células apoptéticas principalmente en la capa granular.

Actividad de caspasa-3, ELISA

Para evaluar la muerte celular por apoptosis en los cultivos organotipicos, se realizé un
ensayo colorimétrico para caspasa-3, una proteasa de cisteina implicada en los

procesos de apoptosis. Se analizé la actividad de esta caspasa efectora para los grupos
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control e HBG y con tratamientos de rcGH en dos diferentes concentraciones: 1 y 10
nM (Figura 16).
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Figura 16. Cuantificacion de la actividad de caspasa-3 para los diferentes grupos
experimentales. Cada barra representa la media+EE, n=6, **P<0.01, ***P<0.001

En el grupo de HBG aument6 significativamente la actividad de caspasa-3 con respecto
al grupo control, y se obtuvo una disminucion significativa de la actividad de esta
proteasa en los grupos donde se adicion6 rcGH, mostrando un mayor efecto protector a

una concentracion de 1nM.

Expresion de Bcl-2

Se evalud la expresion de la proteina anti-apoptética Bcl-2 mediante la técnica de
Western-blot (Figura 17). En diferentes modelos experimentales se ha observado una
modificacion en la expresion de esta proteina al ser sometidos a HBG. En nuestro
modelo se encontro una disminucion significativa de su expresion en el grupo HBG al

compararlo con el grupo control.
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Figura 17. Expresién de Bcl-2 en cultivos organotipicos de cerebelo mediante Western-
blot en los diferentes grupos experimentales. (a) Porcentaje de la proporcion relativa
Bcl-2/Actina, cada barra representa la mediatEE, n=5, *P<0.05. (b) Inmunoblot
obtenido de extractos de los cultivos organotipicos, se obtuvo una banda de 26kDa con
el anticuerpo anti-Bcl-2; se utilizé Actina como control de cargado (46kDa).

En los grupos de HBG a los cuales se les adicion6 rcGH se observa una tendencia de
aumento en la expresion de Bcl-2, principalmente al usar una concentracion de 1nM de
rcGH, sin embargo, al realizar las pruebas estadisticas no se detectaron diferencias

significativas con respecto al grupo de HBG con una n=5.

Expresion de Bax

Como se menciond anteriormente en la familia de Bcl-2 se incluyen miembros con
dominios de homologia pero con funciones antagénicas, mientras que Bcl-2 promueve

la supervivencia celular, existen otros que facilitan la apoptosis, tal es el caso de Bax,
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proteina que altera la permeabilidad mitocondrial generando de esta forma la muerte
celular.

Los datos obtenidos de la expresion de Bax mediante Western-blot (Figura 18),
muestran un aumento en su expresion cuando los cultivos son sometidos a las
condiciones de HBG, en comparacion con el grupo control; y una disminucién cuando
se adicionan los tratamientos de rcGH, mostrando un decremento significativo con 1nM
de rcGH.

proporcion relativa Bax/actina (%)

b)

Figura 18. Expresion de Bax en cultivos organotipicos de cerebelo mediante Western-
blot para los diferentes grupos experimentales. (a) Proporcion relativa Bax/Actina (%),
cada barra representa la media+EE, n=3, *P<0.05. (b) Inmunoblot obtenido de extractos
de los cultivos organotipicos, se obtuvo una banda de 21kDa con el anticuerpo anti-Bax;
se utilizé Actina como control de carga (46kDa).

Al analizar la proporcion relativa Bax/Bcl-2 (Figura 19) observamos que las condiciones

de HBG tienen un efecto pro-apoptotico en la relacién que presentan estas proteinas.
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Figura 19. Proporcion relativa de la expresion de Bax/Bcl-2. Cada barra representa la
media +EE *p<0.05, **p<0.01

En el grupo control se observa que la proporcién de Bax con respecto a Bcl-2 es pobre,
sin embargo, esto cambia en condiciones de HBG, donde la expresion de Bax aumenta
significativamente. Cuando se agrega el tratamiento de rcGH 1nM la proporcion

Bax/Bcl-2 se ve modificada a favor de la proteina anti-apoptotica.
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8. Discusiodn

Mediante este trabajo tratamos de demostrar que la GH tiene un efecto anti-apoptotico
en células del cerebelo, el cual se ha reportado en otros modelos y tipos celulares
(Aberg et al., 2005; Jeay et al., 2008; Costoya et al., 1999).

En el caso del cerebelo, los cultivos organotipicos representan una ventaja debido a
que el cultivo primario de células de Purkinje es dificil de mantener, mientras que en los
organotipicos se puede mantener la mayoria de los tipos celulares que conforman esta
estructura. Otra ventaja de los cultivos organotipicos es que se conservan las
conexiones sinapticas entre neuronas y glia manteniéndose el circuito integro, con lo
cual es posible evaluar el desarrollo cerebelar, electrofisiologia, sobrevivencia celular en
el cultivo o en respuesta a estimulos pro-apoptéticos, excitotoxicidad o privacion de

oxigeno (Hurtado de Mendoza et al., 2011).

Las rebanadas de cerebelo en cultivos organotipicos mostraron inmunorreactividad a
NeuN, un anticuerpo monoclonal que reconoce una proteina especifica de neuronas el
cual se encuentra distribuido en todo el SNC de diferentes especies de vertebrados,
incluyendo aves y mamiferos y que se localiza en el nucleo de las neuronas post-
mitéticas (Mullen et al., 1992). Mediante este marcaje se pudieron localizar las
neuronas de la capa granular en la corteza cerebelosa y al hacer un doble marcaje con
GH se pudo corroborar que existe una co-localizacion de estos dos marcadores, lo cual
nos indica la presencia local de GH que es expresada en cuerpos neuronales, esto
coincide con datos reportados previamente en aves y en murinos (Lobie et al., 1993;
Harvey et al., 2003; Scheepens et al., 2001; Alba-Betancourt et al., 2011).

Se ha reportado previamente por nuestro grupo de trabajo que existe una co-
localizacion de CaBP con GH en cortes de cerebelo en diferentes etapas embrionarias
y post-eclosion (Alba-Betancourt et al., 2011). En las rebanadas de cultivos
organotipicos pudimos observar que las células de Purkinje conservan su
inmunorreactividad a CaBP, y que existe co-localizacion de este marcador con GH, por
lo que podemos decir que este tipo neuronal expresa GH, y que esta hormona podria
estar actuando de forma autécrina/paracrina debido a que se tiene evidencia de la
presencia del GHR en las células de Purkinje (Lobie et al., 1993; Alba-Betancourt et al.,
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2011). En condiciones de hipoxia se observaron anormalidades morfolégicas de las
células de Purkinje, tales como obscurecimiento citoplasmico, condensacién nuclear,
necrosis autolitica con vacuolas citoplasmicas y soma mas pequefio y redondeado
(Barenberg et al., 2001), en nuestro caso observamos que en el grupo de HBG los

somas de las células de Purkinje se perciben mas pequefios.

Por otro lado, también se observd inmunorreactividad a un marcador de astrocitos
(GFAP), el inmunomarcaje con GFAP se observo con una distribucion mayoritaria en la
sustancia blanca. Como se menciond anteriormente, en este tipo de cultivos se ha
observado la presencia de gliosis en la parte de interaccion de la rebanada con la
membrana semiporosa (Dusart, 1997; Ayoub et al., 2005) y en nuestro caso también
observamos este fendmeno. Otro factor que se ha observado promueve el proceso de
gliosis es la HBG (citado en Sarna, 2003). El modelo utilizado en este proyecto tiene
una caracteristica particular en cuanto al marcaje de astrocitos con GFAP ya que, a
diferencia de los mamiferos en los cuales la glia de Bergmann presente en el cerebelo
contiene esta proteina fibrilar, en aves el citoesqueleto de la glia de Bergmann esta
constituido por vimentina, la cual es caracteristica en los astrocitos inmaduros de
mamiferos (Ajtai & Kalman, 1998). Sin embargo, a pesar de ser la vimentina el principal
componente de los astrocitos en aves, se ha observado que al realizar una lesion en el
cerebelo, hay una inmunorreactividad a GFAP alrededor del sitio de lesion, lo cual se ha
atribuido a diferentes procesos, como la migracion de células GFAP-positivas hacia el
sitio de lesién o a la proliferacion de una nueva poblacién de astrocitos. A pesar de
observar inmunorreactividad a GFAP en la sustancia blanca, donde también se ha
observado una amplia distribucion de la inmunorreactividad a GH, los campos donde se
observd una co-localizacion de estos dos marcadores fueron escasos, lo cual sugiere
qgue la presencia de la GH no esta relacionada con este tipo celular en este modelo
particular, ya que se ha reportado por el grupo de Harvey (2003) que en pollos en
etapas embrionarias (14E), existe inmunorreactividad a GH en células de la corteza

cerebral que posiblemente sean astrocitos.

Una vez que corroboramos que los cultivos eran inmunorreactivos a marcadores
neuronales y de astrocitos, se realizd la estandarizacion de las condiciones

experimentales de HBG. De acuerdo con la literatura, la utilizacion de este tipo de
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cultivos ha demostrado ser de gran utilidad para estudiar los procesos resultantes de
isquemia (Strasser & Fisher, 1995; Ray et al., 2000; Meli et al., 2003; Raval et al., 2005;
Quintana et al., 2006; Moroni et al., 2009). Se determin6 que 1h de isquemia
experimental (HBG) era suficiente para la induccion de apoptosis, utilizando como
marcador a caspasa-3. Lo anterior esta en concordancia con lo encontrado por Alba-
Betancourt (2011) en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo de pollo. Al
permanecer mas tiempo (2h) en HBG, observamos que la actividad de caspasa-3
disminuye, lo cual podria explicarse por fenbmenos de muerte celular diferentes a la
apoptosis, ya que como se menciond anteriormente, dependiendo de la severidad del
dafio inducido, se obtendran diferentes tipos de muerte celular, por ejemplo necrosis, en

la cual no se observaria una actividad de caspasa-3 elevada como es nuestro caso.

Ademas de la actividad de caspasa-3, también se realizaron técnicas histologicas para
la determinacion del tipo de muerte celular presente en los cultivos. Se corrobord,
mediante la técnica de TUNEL, la presencia de cuerpos apoptéticos; ademés de la
presencia de células necroticas mediante la tincion con Pl, en ambos casos se obtuvo
un marcaje basal en el grupo control mientras que en el grupo de HBG el marcaje
aumenta. Se sabe que durante el tiempo de estabilizacion in vitro, las rebanadas de
tejido se adelgazan hasta alcanzar casi el grosor de una monocapa, en la cual se
preserva en gran medida la diferenciacién celular y las conexiones (Vornov et al., 1991),
ademas también se ha observado que existe una migracion celular desorganizada y
muerte celular en general en la parte de las rebanadas que estan en contacto con la
membrana (Tanaka et al., 2000), por lo que podemos atribuir el marcaje basal tanto de

TUNEL como de PI en los cultivos organotipicos a estas causas.

Después de que fueron estandarizadas las condiciones de HBG capaces de inducir
apoptosis, determinamos la concentracion de GH presente en las rebanadas. Al
someter los cultivos a HBG se observd que la concentracion de GH aumento
significativamente con respecto al grupo control. Estos resultados se suman a datos
previos en un modelo de rata, donde sefialan que un dafio de hipoxia incrementa la
expresion de un factor similar a la GH, determinado por inmunohistoquimica, en
regiones como el hipocampo, la corteza y el tAlamo (Scheepens et al., 2001); y datos de

nuestro laboratorio en estudios in vivo, donde se observd un aumento en la
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concentracion local de la GH en extractos de todo el cerebro (Avila, 2009). Estos son
los primeros resultados, a nivel de cerebelo, en donde se muestra un claro incremento
de la GH local que podria estar participando activamente, ya que se le ha implicado en

la diferenciacion, proliferacidén y sobrevivencia de neuronas y glia (Harvey et al., 1995).

Para este modelo en particular, el aumento en la concentracion de GH local no es
suficiente para ejercer un efecto de neuro-proteccion ante el dafio causado por HBG,
razon por la cual se decidi6 realizar tratamientos con rcGH y de esta forma evaluar el

efecto anti-apoptético que pudiera generar.

En estudios previos se determiné la presencia del GHR en células del cerebelo de pollo
lo cual muestra la posibilidad de que la GH tenga un efecto sobre esta estructura (Alba-
Betancourt et al., 2011). Se probaron dos diferentes concentraciones de GH (1 y 10 nM)
durante la HBG y en las 24h de re-oxigenacion. La concentracion de GH 1nM fue la
mas efectiva para evidenciar el efecto de inhibicién de la apoptosis. A dosis mayores se
observa un efecto de U invertida, lo que podria estar indicando una sobresaturacion del
receptor y/o una inhibicién por competencia. Datos previos mostraron que el tratamiento
con GH 1nM aumentd la viabilidad celular hasta 1,7 veces y mostré un efecto anti-
apoptético mediante la disminucion tanto de las células apoptoéticas (de 78,5%+1,3 a
36%+1) como de la actividad enzimatica de caspasa-3, lo que sugiere una proteccion
de las células ante HBG. Los datos obtenidos en este trabajo estan en concordancia
con lo reportado por Alba-Betancourt (2011), sugiriendo un efecto anti-apoptético de la

GH sobre células del cerebelo.

En los procesos apoptoticos, la desregulacion de la permeabilidad de la membrana
mitocondrial es un factor importante, siendo la familia de Bcl-2 los moduladores de esta
permeabilidad, a través de interacciones hidrofobicas y electrostaticas (Oltvai et al.,
1993). En este trabajo se evalud la expresion de dos miembros de esta familia, dos
proteinas que tienen efectos opuestos, por un lado Bcl-2, la cual es una proteina anti-
apoptética que se ha relacionado con la regulacién de la homeostasis de Ca®*, como
antioxidante y como factor de prevencion de la liberacibn de los activadores

mitocondriales de las caspasas citosolicas. Por otro lado Bax, que tiene una funcién
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pro-apoptotica la cual es modulada mediante interacciones proteina-proteina con 14-3-3
(Burlacu, 2003).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron un cambio en la expresion de Bax,
pero no en la de Bcl-2, como se esperaba. En el caso de Bcl-2 se observé una
disminucion de su expresion en condiciones de HBG, que no fue restaurada al adicionar
el tratamiento de rcGH, lo cual concuerda con lo reportado por el grupo de Costoya et
al. (1999), donde a pesar de observar un efecto anti-apoptotico de la GH dependiente
de la activacion de la via de PI3K, no se encontré6 aumento en los niveles de Bcl-2
posterior a la activacion de GHR (Costoya et al.,, 1999). Sin embargo, existen otros
reportes en los cuales han observado un aumento en la expresion de Bcl-2, al realizar
distintos tratamientos tanto in vivo como in vitro con GH. En el 2002, Frago et al.,
observaron un efecto antiapoptotico de la GH mediado por IGF-1 y anatomo-especifico
ya que solo lo determinaron en estructuras como hipotalamo, hipocampo y cerebelo, no
asi en corteza cerebral, sus datos muestran que la GH increment6 la fosforilacion de

Akt y Bad, ademas de incrementar la expresion de Bcl-2.

Para la proteina pro-apoptotica Bax se observé un aumento en su expresion en el grupo
HBG y al usar rcGH 1nM la expresion de esta proteina disminuyé significativamente.
Efectos similares se han observado por otro grupo de investigacion (Shin et al., 2004)
quienes determinaron un aumento en la inmunorreactividad de proteinas pro-
apoptéticas de la familia de Bcl-2 (Bad y Bax) en la corteza cerebral de ratas neonatas
sometidas a HI, mientras que en el grupo que recibié tratamiento de GH se redujo la
inmunorreactividad de estas proteinas, con lo cual mostraron por primera vez evidencia
de que un tratamiento de GH posterior a un dafio por Hl tiene un efecto neuro-protector
y que el posible mecanismo por el cual se obtiene este efecto podria deberse a la

modulacién de la expresion de proteinas relacionadas con los procesos de apoptosis.

Se analizé la proporcidn relativa de la proteina pro-apoptotica contra la anti-apoptotica
con el fin de evidenciar el efecto de la GH sobre la expresion de ambas. Se encontro
gue existe un aumento de esta proporcion en condiciones de HBG, que es revertido con

el tratamiento de GH 1nM. Lo anterior es una evidencia mas que apoya la hipotesis de
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que el balance en la expresion de estas proteinas determina la sobrevivencia celular

posterior a un estimulo apoptotico (Oltavi et al., 1993).

Como resultado de la modificacion en la proporcion relativa Bax/Bcl-2 a favor de Bcl-2,
obtenemos una disminucion en la actividad del marcador de apoptosis (caspasa-3), el
cual es significativamente menor en el grupo HBG tratados con rcGH 1nM y con lo cual
podemos inferir un efecto anti-apoptotico generado por esta hormona, estos resultados
estan en concordancia con lo reportado por otros grupos (Frago et al., 2002; Shin et al.,
2004); asi como por otros factores relacionados a la GH como es el IGF-1, el cual
también previene procesos de apoptosis mediante la inhibicion de cambios en la
proporcion de Bax/Bcl-2 dando como resultado la falta de activacion de caspasa-3
(Tamatani et al.,1998)..

A pesar de las diferencias entre los modelos utilizados, las especie, el area o estructura
del SNC estudiada, incluso las condiciones para generar el dafio neuronal o muerte
celular, los resultados obtenidos son consistentes en cuanto al efecto de neuro-
proteccion y la disminucién del proceso apoptoético resultado de la cascada de

sefalizacion de PISK/AKT generada por la GH.
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9. Conclusiones

Una vez obtenidos y analizados los resultados podemos concluir gue en este modelo de

hipoxia y baja glucosa durante 1h:

Se induce un aumento significativo de la concentraciéon de GH en respuesta al

dafno

Se incrementa la muerte celular por apoptosis evaluada por el método de
TUNEL.

Se observo cualitativamente una mayor proporcion de la actividad de caspasa-3
como marcador de apoptosis.

Por otra parte, desde el punto de vista morfoldgico en estos cultivos:

Se observaron células inmunorreactivas a NeuN y CaBP que co-localizan con
GH,

Se mantuvo en gran medida la citoarquitectura caracteristica de la corteza de
cerebelo en condiciones control mientras que en el grupo de HBG se observo,
particularmente en las células de Purkinje, un desarreglo en su configuracion

espacial

El tratamiento con GH no restaura la expresion de Bcl-2 disminuida en el grupo

experimental HBG.

Mientras que en el caso de Bax la expresion se incrementa con la HBG, y el tratamiento

con GH (1nM) disminuye significativamente su expresion.

Consecuentemente la relacion de Bax/Bcl-2 en presencia de GH se modifica a favor de

la inhibicion de la apoptosis.

47



El incremento de la actividad de caspasa-3 inducido por la HBG disminuye
significativamente con un tratamiento 1nM de GH, y en menor medida con una
concentracion de 10nM. Proponemos que esta disminucién es el resultado de la

estabilizacion de la relacion Bax/Bcl-2 generada por la GH.

Todos estos resultados corroboran el efecto neuro protector de la GH en un dafio por
HBG y permiten proponer que uno de los mecanismos sea a través de la inhibicion de

la apoptosis
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